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INTRODUZIONE 

in Italia, la sorveglianza della pertosse è basata sui dati generati dal sistema di 
notifica obbligatoria delle malattie infettive, e la diagnosi di pertosse è quasi 
esclusivamente clinica. L'accertamento battenologico dei casi di pertosse identificati 
non viene praticato di rouane, e la maggior parte dei laboratori clinici non esegue la 
ricerca colturaie di Bordetella perrussis. 

L'incidenza della pertosse è descritta in Figura 1 dove è illustrato il numero annuale 
di casi di pertosse notificati al Ministero della Sanità negli armi dal 1971 ai 1994. La 
malattia presenta un evidente andamento ciclico, con picchi di maggiore frequenza ogni 
3-5 anni. Durante gli anni non epidemici il numero di notifiche è stato in media di 
7.000, mentre durante l'ultima epidemia di grandi dimensioni, nel 1987, sono stati 
notificati circa 32.000 casi. Recenti indagini hanno inoltre permesso di stimare che il 
25% dei bambini italiani contrae la pertosse entro i primi 5 anni di vita (1). Una 
indagine sierologica condotta su un campione di sieri prelevati nel 1988 (anno 
successivo all'ultima epidemia) ha dimostrato che nella popolazione generale ail'età di 
19 anni più del 90% dei soggetti saggiati aveva anticorpi contro E. perrussis (2). 
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Figura 1.  - Trerid della pertosse in Irolia. 1971-1994 



In Italia la vaccinazione antipertosse è facoltativa, e, vista anche la differente offerta 
nelle diverse regioni, la copertura vaccinale vana molto a seconda della zona di 
residenza e dell'anno di nascita. 

Uno studio effettuato nel 1992 in 7 regioni italiane ha rilevato che la proporzione di 
bambini vaccinati entro i primi due anni di vita vana dal 12% nella provincia di Napoli 
al 79% in Lombardia (3). Un altro studio descrittivo in cui erano stati utilizzati vari 
indicatori, aveva prodotto una stima della copertura vaccinale nazionale media dei 
bambini nei primi cinque anni di vita pari a circa 40% (1). Una delle ragioni principali 
della scarsa copertura vaccinale è i l  timore. sia da parte dei medici che da parte dei 
genitori, degli effetti collaterali del vaccino antipertosse tradizionale (4). 



1. iL PROGETTO PERTOSSE 

Per superare il problema degli effetti collaterali del vaccino tradizionale, fin dagli 
anni '70 erano iniziate ricerche per la realizzazione di nuovi vaccini antipertosse, detti 
acellulari perchè composti unicamente da alcuni antigeni della E .  pertucsis anzichè 
dell'intera cellula batterica. Numerosi studi hanno dimostrato la sicurezza e 
l'immunogenicità di alcuni di questi vaccini ( 5 ,  6 ) ,  tuttavia fino ali'epoca di 
completamento del presente studio mancavano chiare indicazioni circa la loro efficacia 
clinica nel prevenire la malattia. Del resto anche per il vaccino di tipo tradizionale 
mancavano dati aggiornati che indicassero con precisione l'efficacia clinica della 
vaccinazione. Le stime di efficacia più recenti sono state ottenute in base alla 
diminuzione della frequenza della pertosse osservata nei paesi in cui la vaccinazione 
veniva somministrata estesamente ai nuovi nati (7). 

Data la rilevanza internazionale del problema, nel 1991 il National Institute of 
Allergy and Infectious Diseases (NIAID) dei National Institutes of Health (NIH) 
statunitensi avviarono studi per la valutazione di sicurezza ed immunogenicità di tredici 
vaccini acellulari di diversa composizione (8) e si dichiararono disponibili a finanziare 
studi volti a dimostrare il grado di protezione contro la pertosse conferito da alcuni di 
questi vaccini acellulari, sia in assoluto che in confronto al vaccino tradizionale. Fu 
quindi promossa una selezione internazionale di tali proposte di studio. Al fine di 
valutare l'opportunità e la fattibilità di un simile studio in Italia, l'Istituto Superiore di 
Sanità (ISS) italiano, organo tecnico-scientifico del Servizio Sanitario Nazionale, 
effettub una serie di indagini i cui risultati vennero utilizzati per l'elaborazione della 
proposta di studio (9). I1 protocollo di studio italiano prevedeva una valutazione di 
sicurezza, immmunogenicità ed efficacia di due vaccini antipertosse acellulari e di un 
vaccino antipenosse tradizionale. La proposta Italiana fu accolta per il finanziamento, 
insieme ad una analoga svedese, ed il Progetto Pertosse (PP) è iniziato nel 1992. 

1.1 Vaccini 

Sono stati utilizzati due vaccini anti-difterite-tetano-pertosse acellulari (DTaP) 
prodotti dzchiron Biocine (CB) e SmithKline Beecham (SB), un vaccino anti-difterite- 
tetano-pertosse a cellule intere (DTP) prodotto da Connaught (CLI), ed un vaccino anti- 
difterite e tetano @T) prodotto da Chiron Biocine. La composizione dei vaccini 
utilizzati è riportata in Tabella 1. 



Tabella 1. - Vaccini. composizione per dose 

DTP DTaP DTaP DT 
Connaught CB SB CB 

Tossoide difterico 6.65 Lf 

Tossoide t e m i c o  5 Lf 

Antigeni pertosse. cellule intere 5.7 U.I. 

PT 
FHA 

PRN 
Alluminio fosfato 0.15 rng AI 

Thimerosal 0.05 mg 

2-Fenossietanolo 

5 M+ \ 25 cie' 

2.5 14 25 N 

2.5 cig 8 PB 
0.35 rng Al 0.5 mg Al 0.7 mg 

0.05 mg 0.05 mg 0.05 mg 

2.5 mg 

+ = ricombinante, non tossica 
m = detossificata con formalina e elutaraldeide 
DTP Connaught \accinu a c e l l u ~  mere Connmphi Laiwraiories. Inr (Suifiuaicr. Pennsyhani~. USA). lotto 5299A 
DTIP CB vaccino aceilulare Chuon Rwcine SpA (Siena. Ilalia). lono 24 PFKIAH 
DTAP SB vaccino acellularr Smiihlilmc Beecham (Rixensan. Belgioi. loito DTPa I l6  
DT CB: vaccino Chiion Biocine SpA (Siena. Italia); lotto 141 

I due vaccini antipertosse acellulari contengono entrambi solo tre proteine di B. 
perrussis: rossiria perrmsica (PT), emoagg!uririina filamentosa (FHA), perracrina 
(PRN). 

La differenza tra i due prodotti consiste nel dosaggio relativo degli antigeni e nel 
metodo di inattivazione della PT: quella contenuta nel vaccino SB è detossificata con 
metodi chimici (formalina e glutaraldeide), mentre la PT del vaccino CB è una proteina 
non tossica perchè prodotta da un pene mutato. Entrambi i vaccini sono attualmente in 
commercio in Italia. 

Il vaccino tradizionale di confronto è un prodotto statunitense in  uso da circa u n  
ventenni0 che è stato scelto per poter generalizzare i risultati dello studio anche a livello 
internazionale. Lo stesso lotto dello stesso vaccino tradizionale usato nel PP è stato 
utilizzato anche nell'analogo studio Svedese. I1 vaccino a cellule intere è costituito da 
una sospensione di B. pertursis uccisa al calore. Il lotto, testato dalla Food and Drug 
Administration, è stato commercializzato negli Stati Uniti. 

In base alla documentazione sulla sicurezza, I'immunogenicità e la stima di efficacia 
post-Commercializzazione del vaccino a cellule intere Connaught, il Ministero della 
Sanità ha autorizzato l'utilizzo del prodotto non registrato nel nostro paese, per la 
conduzione del presente studio. 



1.2 Obiettivi 

L'obiettivo primario del PP era valutare l'efficacia assoluta di un ciclo di tre dosi dei 
due vaccini antipertosse acellulari e del vaccino antipertosse tradizionale. L'efficacia 
assoluta di ogni vaccino è ottenuta dal confronto na I'incidenza di pertosse osservata m 
i bambini vaccinati e quella osservata tm i bambini non vaccinati. L'efficacia di un 
vaccino indica la proporzione di casi prevenuti dalla vaccinazione. 

Gli obiettivi secondari erano: 
l) stabilire la capacità dei vaccini di indurre la formazione di anticorpi specifici 

(immunogenicità); 
2) valutare la frequenza di eventi avversi successivi alle vaccinazioni antipenosse; 
3) confrontare l'efficacia relativa di ognuno dei due vaccini acellulari, con quella del 

vaccino cellulare; 
4) stabilire l'efficacia relativa dei due vaccini acellulari i'uno rispetto all'altro. 

1.3 Disegno e dimensione dello studio 

il disegno dello studio è di tipo prospettico randomizzato controllato in doppio cieco. 
Lo studio è definito come prospettico perchè una coorte di nuovi nati è stata 

arruolata, vaccinata e seguita nel tempo per valutare l'incidenza di pertosse. 
L'ipotesi da saggiare era se i nuovi vaccini acellulari fossero efficaci almeno quanto 

quelio tradizionale. 
La dimensione dello studio necessaria a saggiare l'obiettivo primario è stata stimata 

assumendo che l'incidenza della pertosse tra i non vaccinati sarebbe stata pari al 570, e 
che tale incidenza sarebbe stata ridotta de11'80% circa tra i bambini vaccinati con uno 
dei tre prodotti antipertosse, avendo scelto una potenza dello studio pari a11'80%. E' 
stato stimato quindi che un campione di 4.235 bambini per ogni vaccino antipenosse e 
un campione di 1.411 bambini vaccinati con il solo DT sarebbe stato sufficiente ad 
identificare una differenza relativa tra i vaccini tale che il rischio di contrarre la pertosse 
tra i vaccinati con un prodotto fosse mediamente superiore del 50% rispetto ai vaccinati 
con un altro prodotto (Rischio relativa = 1.5). I1 calcolo della dimensione della 
popolazione da includere nello studio ha inoltre tenuto conto che una quota di bambini 
non avrebbe completato il periodo di osservazione e di una possibile minore incidenza 
di pertosse dovuta alle variazioni cicliche attese. Sono stati quindi amolati 15.601 
bambini suddivisi in quattro gruppi (bracci dello studio) in cui ogni gruppo vaccinato 
contro la pertosse includeva un numero di bambini tre volte maggiore rispetto al gruppo 
di vaccinati con il solo DT (3:3:3:1). 

Lo studio è randomizzato perchè l'assegnazione dei bambini ad uno dei quattro 



vaccini dello studio è stata effettuata in modo casuale (random), al momento della 
prima vaccinazione. I vaccini erano contenuti in fiale identiche contrassegnate da un 
codice numerico. L'assegnazione dei codici alle fiale era stata effettuata utilizzando 
elenchi di numen casuali generati da un computer. Ad ogni codice comspondeva una 
serie di tre fiale contenenti lo stesso prodotto e necessarie per il ciclo vaccinale dello 
stesso bambino. La randomizzazione è stata suddivisa in blocchi di dieci, in modo tale 
che per ogni dieci mplette di fiale, etichettate con numen propessivi, fosse mantenuta 
la proporLione relativa dei gruppi in studio (3:3:3: 1 ). 

I vaccini erano confezionati in scatole da dieci serie di tre fiale. 
L'assegnazione del tipo di vaccino al singolo bambino è avvenuta in doppio cieco. 

ci& senza che nè i genitori nè le assistenti che avrebbero poi seguito il bambino per la 
rilevazione degli effetti collaterali e della penosse. nè i coordinatori del Progetto 
sapessero di quale prodotto si trattava. 

Un gruppo limitato di bambini mola t i ,  pari al 10% del totale; è stato incluso nello 
studio di immunogenicità, in modo da confrontare la risposta anticorpale indotta dai 
vaccini somministrati. Questi bambini hanno effettuato due prelievi di sangue capillare, 
il primo al momento della prima vaccinazione, il secondo 30 giorni dopo la terza dose. 

1.4 Valutazione etica 

I1 disegno dello studio è stato inizialmente esaminato ed approvato dalla 
Commissione Nazionale per la Bioetica, dal Comitato di Bioetica della regione 
Piemonte e dal Institutional Review Board dei NIH. Presso I'ISS è stato quindi istituito 
un apposito Comitato di Bioetica, per valutare l'andamento nel tempo dello studio. 

Ai genitori dei bambini partecipanti è stato richiesto di firmare un modulo di 
consenso informato. 

1.5 Approvazioni formali 

L'uso di vaccini non registrati è stato approvato dalla Direzione Servizio 
Farmaceutico del Ministero della Sanità, che ha richiesto anche il p-re del Consiglio 
Superiore della Sanità (CSS) per l'approvazione del calendario vaccinale del Progetto 
Pertosse. I1 CSS ha approvato il calendario proposto consigliando la somministrazione 
di una dose di DT per tutti i bambini del Progetto a distanza di sei mesi dalla terza dose. 



2. ORGANIZZAZIONE GENERALE DEL PROGEITO 

Le attività del Progetto sono state coordinate dall'ISS, dove il Laboratorio di 
Epidemiologia e Biostatistica (LEB) ha curato l'organizzazione generale e gli aspetti 
epidemiologici, mentre il Laboratorio di Batteriologia e Mitologia Medica (LBMM) ha 
coordinato le attività microbiologiche. 

E' stato istituito un Comitato Guida dello studio, i cui membri, con diverse 
competenze, hanno avuto ruolo di consulenti per i ricercatori del PP. ed un Comitato 
Indipendente per il Controllo della Sicurezza e Corretta Esecuzione delle Procedure 
presieduto da un Responsabile per la Sicurezza che ha custodito i codici di 
identificazione per prodotto delle fiale in uso. 

Hanno panecipato al Progetto 62 Unità Sanitarie Locali (USL) in 4 regioni italiane 
(Piemonte, Veneto, Friuli Venezia-Giulia e Puglia). In ognuna delle USL partecipanti i l  
lavoro del Progetto è stato svolto a tempo pieno da Assistenti Sanitarie (AS), 
appositamente assunte dall'ISS con contratto a termine. All'inizio e durante il Progetto 
le AS hanno seguito corsi di formazione specifici, e sono state successivamente 
aggiornate con lettere circolari mensili ed inconni tenuti nelle regioni. 

In ogni regione, il lavoro delle AS è stato coordinato e supervisionato da un Centro 
di coordinamento regionale. costituito da una unità epidemiologica. In ogni regione è 
stato inolue identificato un laboratorio microbiologico di riferimento per la coltura di B. 
pemsis.  Gli esami sierologici, invece, sono stati effettuati presso il LBMM deII'ISS e 
presso l'Istituto di Igiene dell'Università di Palermo. 

Tutte le attività inerenti lo studio. esclusa la somministrazione delle vaccinarioni, 
sono state condotte localmente dalle AS. La sorveglianza degli effetti collaterali comuni 
e rari dopo la vaccinazione e la sorveglianza della pertosse sono state svolte daile AS 
tramite contatti telefonici periodici con le famiglie. La diagnosi di pertosse veniva 
confermata dagli esami di laboratorio, secondo quanro specificato nel capiiolo 
riguardante i metodi di valutazione di efficacia. 

-. 

2.1 Arruolamento dei bambini 

2.1.1 Informazione dei geniron. - ii Progetto veniva presentato ai genitori dei nuovi 
nati nei reparti di maternità e nei servizi di vaccinazione delle USL. 

In base all'elenco dei nuovi nati, ottenuto dall'Ufficio di Stato Civile. .id ogni 
famiglia residente nelle aree del PP è stata inviata una lettera esplicativa del fi-ogeno. 
La lettera era una copia completa delle informazioni utilizzate in seguito per nchiedere 
il consenso informato. Successivamente i'assistente telefonava alla famiglia per 



verificare la disponibilità a partecipare e la presenza dei cnteri di eiegibilità. Se i 
genitori erano d'accordo, veniva concordato un appuntamento per la pnma vaccinazione 
del bambino a due mesi di età. Presso l'Ufficio Vaccinale l'Assistente spiegava di nuovo 
a voce lo studio ai genitori e dava loro l'opportunità di leggere il testo allegato al 
modulo di consenso informato (sovrapponibile a quello già ricevuto con la lenera a 
casa). Se i genitori decidevano di partecipare, firmavano il modulo e il bambino veniva 
vaccinato con uno dei vaccini del PP. Tutti coloro che decidevano di partecipare 
venivano informati di essere liberi, in ogni momento, di ritirarsi dallo studio. 

2.1.7 Criteri di elegibilità. - Per determinare I'elegibilità dei bambini a partecipare, al 
momento della pnma vaccinazione dovevano essere soddisfatti i seguenti criteri: 

Medici 
- peso 2 al 3" percentile per sesso ed età, 
- non precedentemente vaccinatofa contro la penosse; 
- anamnesi negativa per: 

pertosse, 
patologia del sistema nervoso centrale o sofferenza pennatale, 
convulsioni, 
gravi malformazioni congenite con insufficienza renale e/o deficit di accrescimento, 
deficit immunitano noto o sospetto (inclusi i nati da madri HIV positive) e malattie 
del sistema eritropoietico, incluse le anemie autoimmuni, i linfomi ecc., 
terapia corticosteroidea o immunosoppressiva di lunga durata (> 14 giorni). 

Pratici 
- età compresa a a  6 e 12 settimane; 
- madre che parla italiano; 
- famiglia contattabile per telefono e che non ha intenzione di trasferirsi per almeno 12 

mesi; 
- firma del consenso informato. 

Costituivano invece cnteri di interruzione del ciclo vaccinale i seguenti eventi, se 
verificatisi dopo la prima o seconda vaccinazione: 
- temperatura rettale 2 40 "C entro 48 ore dalla vaccinazione; 
- pianto persistente di durata 2 3 ore enao 48 ore dalla vaccinazione; 
- episodi di ipotonia/iporesponsività enao 48 ore dalla vaccinazione; 
- cianosi generalizzata entro 48 ore dalla vaccinazione; 
- anafilassi entro 24 ore dalla vaccinazione; 
- convulsioni; 



La presenza di malattia febbrile (temperatura 2 38°C) veniva considerata come una 
coniroindicazione relativa alla vaccinazione, che veniva rimandata fino alla guarigione. 

L'arruolamento dei bambini è iniziato a settembre 1992 ed è terminato a settembre 
1993. L'arruolamento per mese dei bambini partecipanti nelle 62 USL è riportato in 
Figura 2. 

I 
MESI 

Figura 2. - Distribuzione degli urruoIufi (15.6OI)per mese. settembre 1992 - settembre 1993 

2.1.3 Calendario vaccinale. - Le vaccinazioni sono state effenuate nelle seguenti 
fasce di età: 
- prima dose a 6-12 settimane di età, 
- seconda dose a 13-20 satimane di età, 
- terza dose a 21-28 settimane di età. 

L' intervallo tra una dose e la successiva era minimo di 4 e massimo di 12 settimane. 
Quindi, l'età minima di completamento delle ~IE dosi & stata 5 mesi, mentre l'età 
massima è stata 7 mesi. 

La maggior parte delle vaccinazioni (89%) sono state praticate nel gluteo, secondo la 
pratica di routine in Italia. Sia alla prima che alla seconda dose del Progetto il 94% dei 



bambini è stato contemporaneamente vaccinato anche contro la poliomielite ed il 92% 
contro l'epatite B. La somministrazione simultanea di altre vaccinazioni si è verificata in 
maniera bilanciata nei 4 gruppi di bambini vaccinati con i diversi prodotti in studio. 

2.2 Flusso dei dati 

Per archiviare ed analizzare le informazioni riguardanti i bambini arruolati, raccolte 
- su circa 30 differenti moduli, è stato necessario utilizzare un flusso informatizzato di 

dati, per cui tutti i centri partecipanti sono stati dotati di un penonal computer da 
dedicare al Progetto. E' stato prodotto un software "ad hoc" per archiviare i dati e sono 
stati preparati specifici programmi di gestione dati per le assistenti, per i laboratori. per 
le unità di coordinamento. Manuali e corsi di formazione hanno completato il materiale 
fornito in questo settore. 

L'immissione dei dati su personal computer è stata curata localmente dalle assistenti 
dello studio. I1 software di archiviazione era dotato di alcuni controlli per I'immissione 
di dati, generava automaticamente la lista dei genitori e dei pediam dei bambini 
partecipanti, delle sospette pertcssi da accertare, degli accertamenti diagnostici in corso 
e dei bambini da contatm per la sorveglianza degli episodi di tosse. Sono stati anche 
scritti dei programmi che generavano automaticamente le lettere da inviare ai pediam 
con i risultati degli accertamenti di laboratorio. 

Nelle USL i dati originali inseriti su computer venivano copiati dalle AS su dischetti 
che venivano inviati mensilmente ai coordinamenti regionali, e da qui alI'ISS. 

il controllo di qualità dei dati raccolti è stato quindi effettuato sia a livello regionale 
che centrale. A livello regionale copia delle schede 'compilate ogni mese e delle loro 
registrazioni i? stata revisionata singolarmente. In ISS sono stati preparati programmi 
computerizzati in grado di evidenziare sugli archivi inviati ogni mese incompletezze o 
inconpuenze tra i dati registrati, nonchè cambiamenti rispetto agli archivi già inviati nei 
mesi precedenti. Gli errori trovati sono stati comunicati mensilmente alle assistenti che 
erano le sole autorizzate ad apportare correzioni all'archivio. L'archivio veniva poi 
controllato in occasione della spedizione del mese successivo in modo da poter disporre 
ogni mese di una banca dati corretta a livello locale, regionale e centrale. D 
Coordinamento ISS ha inviato inoltre resoconti periodici dei dati ai NiH. 

I1 materiale canaceo originale (moduli di arruolamento, vaccinazione, ecc.) è stato 
conservato a livello locale, nelle USL. Al termine del PP tutto il materiale cartaceo 
originale è stato inviato all'ISS, dove verrà conservato. 



2.3 Attività di monitoraggio clinico e supervisione 

Per tutta la durata del PP è stata effettuata un'attività di controllo e supervisione del 
lavoro svolto, sia a livello locale che a livello centrale. Queste attività sono previste e 
regolamentate a livello europeo dal 1991 dalle "Norme di Buona Pratica Clinica", 
pubblicate in Italia nel 1992 (10). 11 rispetto di tali norme è la condizione fondamentale 
per la valutazione dei risultati di uno studio clinico controllato e per l'utilizzo 
internazionale delle informazioni cliniche raccolte. Ogni uimestre il coordinatore 
regionale ha effettuato in ogni USL un "monitoraggio clinico", al termine del quale 
compilava un rapporto che inviava al Coordinamento centrale ISS. Se venivano rilevati 
problemi importanti, il coordinatore provvedeva ad informarne telefonicamente il 
Coordinamento ISS e la 'USL interessata veniva visitata più frequentemente fino alla 
risoluzione del problema. I problemi di maggior importanza venivano comunicati dal 
Coordinamento centrale ai NIAID, NIH. 

Ogni bimestre, inoltre, il coordinatore regionale ha inviato al Coordinamento 
centrale un rapporto sulla situazione complessiva dello studio nella sua regione. 

I1 personaie dell'lnvestigational New Drug (IND), del NIAID dei NIH statunitensi ed 
i rappresentanti delle ditte produttrici dei vaccini utilizzati nel Progetto hanno condotto 
l'attività di supervisione ai monitoraggi clinici. Le visite di supervisione si sono svolte 
ogni tre mesi: sono state visitate le USL partecipanti, i Coordinamenti ed i Laboratori 
regionali, il Laboratorio per la sierologia di Palermo e I'ISS. 

Tutta l'attività di monitoraggio clinico e quella di supervisione è stata articolata sulle 
varie fasi di conduzione dello studio, per cui all'inizio sono state condotte visite che 
hanno valutato le attività di molamento  e vaccinazione dei bambini partecipanti, 
successivamente quelle di sorveglianza clinica ed in ultimo le attività di chiusura dello 
studio. 

Olue alle previste attività di monitoraggio clinico, il personale delltlSS ha anche 
effettuato visite nelle sedi di conduzione del PP per valutare e nsolvere speciiici 
problemi (Tabella 2). 

Tabella 2. - Visile effellua~e. per regione 

Regione hlonitoraggio Supervisione Towle 

Piemonte 187 
Veneto 154 

Totale 626 117 743 



L'insoddisfacente qualità dei dati è stato il problema principale e si è verificata 
soprattutto nel corso'del primo anno di studio. I1 problema ha riguardato 55 (88.7%) 
delle 62 USL partecipanti. I1 sistema di controllo a due livelli, regionale e centrale. ha 
permesso di raggiungere un'ottima qualità finale dei dati. 

3. VALUTAZIONE DI SICUREZZA DEI VACCINI 

3.1 Metodo di rilevazione dei dati 

Tutti i bambini arruolati sono stati seguiti dalle AS dopo ogni vaccinazione per la 
sorveglianza degli effetti collaterali. Al momento della vaccinazione ai geniton veniva 
consegnato un diario da compilare per gli 8 giorni successivi (vedi allegato 1). Ogni 
giorno, sono stati indagati i seguenti sintomi: temperatura corporea, sonnolenza, 
imtabilità, inappetenza, vomito, pianto, tosse, diarrea, rossore, gonfiore e dolore locale. 
I geniton annotavano anche l'uso di farmaci antifebbrili e le visite mediche. Inoltre le 
famiglie venivano pregate di contattare immediatamente le AS in caso di insorgenza di 
qualunque sintomo inusuale, da loro considerato pGoccupante. Le informazioni 
registrate dai geniton venivano quindi raccolte telefonicamente dalle AS 8-10 giorni 
dopo ogni vaccinazione, trascritte su un modulo e archiviate su computer. Nel caso si 
verificasse una reazione considerata grave, 1'AS informava immediatamente tramite una 
linea telefonica verde, i pediatri del Coordinamento centrale dell11SS, che raccoglievano 
direttamente informazioni cliniche dettagliate ed ottenevano copia della 
documentazione clinica disponibile (cartelle di ricoveri, esami di laboratorio, 
consulenze). Trascorsi gli 8 giorni dalla vaccinazione, I'AS continuava a seguire lo stato 
di salute del bambino telefonando mensilmente alla famiglia. In caso di esordio di una 
patologia grave I'AS ne comunicava l'insorgenza ai pediam del Coordinamento centrale. 
che, come descritto precedentemente, controllavano la storia clinica. In caso di ricovero, 
I'AS raccoglieva informazioni sulla diagnosi all'ammissione e alla dimissione. Tutte le 
informazioni raccolte venivano archiviate su moduli e computer. 

Reazioni collaterali comwzi. - Sono state considerate come reazioni collaterali comuni: 
- temperatura corporea rettale 2 38°C; 
- pianto 2 l ora 
- imtabilità; 
- sonnolenza; 
- inappetenza; 



- vomito; 
- gonfiore, rossore e dolore locale 

insorte entro 3 giorni dalla vaccinazione. Per ogni gruppo vaccinale 6 stata inoltre 
valutata la frequenza di febbre (temperatura rettale 2 38°C) nell'intervallo di tempo 
compreso tra il 4" e 1'8" giorno dopo la vaccinazione. 

Everiti gravi e ricoveri. - Gli eventi gravi sono stati classificati in base al momento di 
insorgenza rispetto alla vaccinazione. La distanza di tempo intercorsa tra vaccinazione 
ed insorgenza dell'evento veniva stabilita sulla base della storia clinica e riportata su u n  
resoconto appositamente compilato da un pediatra del Coordinamento centrale dell'ISS. 

Gli eventi sotto riportati, se verificatisi nell'intervallo di tempo specificato, venivano 
considerati sospette reazioni avverse gravi alla vaccinazione: 
- temperatura rettale 1 40°C entro 48 ore dalla vaccinazione; 
- pianto persistente, inconsolabile, di durata > 3 ore entro 48 ore dalla vaccinazione; 
- episodi di ipotonia-iporesponsività/collasso (HHE) entro 48 ore dalla vaccinazione; 
- cianosi generalizzata entro 48 ore dalla vaccinazione; 
- convulsioni entro 72 ore dalla vaccinazione; 
- anafilassi entro 24 ore dalla vaccinazione; 
- encefalitelencefalopatia entro 7 giorni dalla vaccinazione. 

Inoltre, gli eventi sottoriponati erano indagati per tutta la durata del follow-up dei 
bambini e, se verificatisi entro 60 giorni dalla ultima vaccinazione, sono stati 
considerati quali eventi gravi da includere nell'analisi di sicurezza: 
- convulsioni; 
- HHUcollasso; 
- cianosi generalizzata; 

- - encefalite/encefalopatia; 
- malattie batteriche invasive; 
- malattie croniche gravi/tumori; 
- malattie pericolose per la vita; 
- altre malattie neurologiche; 
- decessi; 
- ricoveri ospedalieri. 

Secondo quanto dettato dalle "Norme di Buona Pratica Clinica" italiane ed europee, 
erano inoltre sotto osservazione le malformazioni gravi diagnosticate dopo 
l'arruolamento, che però non sono state incluse nell'analisi di sicurezza. 



Nell'analisi di sicurezza sono stati inclusi i dati riguardanti tutti i bambini che 
avevano ricevuto almeno una dose di vaccino del PP. 

Per ognuno dei quattro gruppi vaccinali è stata valutata la frequenza di ogni evento. 
rispetto al totale delle dosi somministrate per gruppo. Per tutti gli eventi è stata misurata 
la significatività statistica della differenza osservata na gruppi vaccinali, analizzati due 
a due, usando il test statistico del Chi-quadrato o il test esatto di Fisher, ed i valori 
associati di P. Per l'analisi è stato usato il software SPSSPC+, versione 4.1. 

3.2 Validazione dei dati di sorveglianza degli effetti collaterali comuni 

Il terzo giorno dopo ogni vaccinazione, i bambini che avevano aderito allo studio di 
immunogenicità sono stati visitati a casa dall'AS, che controllava lo stato generale del 
bambino, inclusa la eventuale presenza di reazioni locali, ed il diario compilato dai 
genitori nei giorni precedenti. I sintomi eventualmente presenti in terza giornata 
venivano annotati sul diario direttamente dall'AS. Per ogni braccio vaccinale le 
frequenze degli effetti collaterali osservate in questo gruppo di bambini sono state 
confrontate con le frequenze osservate nei bambini che non avevano partecipato allo 
studio di immunogenicità. 

3.3 Risultati 

Nell'analisi di sicurezza sono stati inclusi i dati riguardanti tuai i 15.601 bambini 
(49.6% femmine e 50.4% maschi) arruolati nel Progetto. L'età media al momento della 
prima, seconda e terza vaccinazione era rispettivamente di 2.4.4.1 e 5.8 mesi. 

La Tabella 3 mostra il numero di dosi somministrate per braccio vaccinale. 

Tabella 3. - Popolazione inclusa nell'analisi di sicurezza Dosi somministrare per braccio vaccinale 

BRACCIO DTP DTaPICB DTaPISB DT TOTALE 

l a dose 4.678 4.672 4.696 1.555 15.601 
2' dose 4.474 4.561 4.560 1.506 15.101 
3a dose 4.368 4.480 4.505 1.479 14.832 

Effetti collaterali comuni. - Le Tabelle 4 e 5 riportano le proporzioni di dosi seguite da 
effetti collaterali comuni osservati entro 3 giorni dalle vaccinazioni. Sono state escluse 



le dosi per le quali mancavano i dati relativi allo specifico evento (per es. petchè i 
genitori non avevano compilato il diario). Le Tabelle riportano anche la significatività 
statistica delle differenze osservate tra gruppi vaccinali. Tutti gli effetti collaterali 
comuni, sia sistemici che locali, sono stati osservati con frequenza significativamente 
maggiore dopo somministrazione del vaccino ttadizionale a cellule intere, mentre la 
maggior parte degli eventi sono stati osservati con frequenza sovrapponibile nei due 
gruppi di bambini vaccinati con prodoni antipenosse acellulari e nel gruppo di bambini 
vaccinati solo contro difterite e tetano. 

Tabella 4. - Effetti colloteroli comuni sistemici entro 3 giornr dalla vorci~iazio~ie. Percentrroli su tirtte le 
dosi somministrate 

DTP DTaP/CB DTaP/SB D 7  

Temperatura rettale 2 38' C 42a 7h gc 6 

Pianto 2 l ora 1 Za 3 3 3 

Irritabilità 52a 34 13 33 

Sonnolenza 37a 22 22 22 

Inappetenza 24a 14 14 13 

Vomito 5a 4 4 4 

a = P r 0.01 vs ogni altra vaccino 
b = P r 0.01 vs DT 
c = P r 0.01 vs DTaPKB e DT 

Tabella 5. -Effetti collaterali comuni locali entro 3 giorni dallo i~occiriuiione. Perrrntuali su tutte le dosi 
somminislrole 

DTP DTaPICB DTaPISB DT 

Rossore 26a 8 10 8 

Rossore 2 2.4 cm ga I - ?C 1 

Gonfiore 26a 7b gc 6 

Gonfiore 2 2.4 cm 1 Oa l b  I 

Dolore 30a 5 5 4 

a = P r 0.01 vs ogni altra vaccino 
b = P 0.01 vs DT 
C = P r 0.01 vs DTaP/CB e DT 



Solo la febbre e il gonfiore locale si sono verificati con frequenza leggermente 
superiore nei bracci acellulari rispetto al braccio DT, e, confrontando tra loro i due 
bracci acellulari, più spesso nei vaccinati con il DTaPISB. Anche il rossore locale di 
diametro 2 2.4 cm era leggermente più frequente nei vaccinati con il DTaPISB che nei 
vaccinati con il DTaPICB. che presentavano una frequenza di questo sintomo 
sovrapponibile a quanto osservato nel gruppo DT. 

Nei 3 gruppi di bambini vaccinati con i due prodotti acellulari e con il DT la 
frequenza osservata di febbre, rossore e gonfiore locale, pur rimanendo sempre molto 
inferiore a quella osservata nei bambini vaccinati con il DTP, aumentava all'aumentare 
del numero delle dosi somministrate, mentre nel gruppo di bambini vaccinati con il  
DTP la frequenza di questi sintomi è rimasta costante. Va comunque sottolineato che 
nel gmppo dei bambini vaccinati con il DTP si è verificato un maggior numero di 
interruzioni del ciclo vaccinale prima del completamento delle tre dosi. In questo 
gruppo, un numero doppio di quello osservato negli altri tre bracci ha interrotto le 
vaccinazioni dopo la prima dose. proprio per i l  maggior numero di reazioni collaterali 
osservate. 

Tutti gli altri sintomi sistemici (per es. imtabilità. sonnolenza, inappetenza) sono 
stati invece osservati in tutti i bracci con maggior frequenza dopo la somministrazione 
della prima dose, e con frequenza decrescente dopo le dosi successive. 

Iiisorgetiio di fehhre > 38 "C dal 4 "  a11'8" giorno dopo le imcitiorioni. - Dopo il terzo 
giorno dalle vaccinazioni (tutte le dosi) la frequenza osservata di febbre diminuiva 
drasticamente, e non sono state osservate differenze tra bracci. 

USO di farmaci arrtipiretici il giorno della imciriazione. - I farmaci antipiretici possono 
essere somministrati come profilassi della febbre dopo la vaccinazione antipertosse. In 
Italia non è attualmente ben nota l'attitudine all'uso profilattico di antipiretici e non ci 
sono raccomandazioni standardizzate. Questi farmaci, inoltre, vengono spesso prescritti 
come terapia in caso di insorgenza di febbre o di importanti reazioni locali associate a 
dolore. Il tipo di informazioni raccolte nel PP non permetteva di distinguere se i farmaci 
antipiretici fossero stati somministrati pnma o dopo l'insorgenza della febbre. Ciò 
nonostante, per valutare il potenziale effetto dei farmaci antipiretici sull'insorgenza di 
febbre post-vaccinazione, per ogni braccio vaccinale è stata calcolata la percentuale di 
bambini trattati in pnma giornata, e questa è stata poi confrontata con la percentuale di 
bambini che lo stesso giorno avevano presentato febbre (Tabella 6 ) .  



Tabella 6. - Uso di furnwri unrifebbrili ~relio stesso giorno h l l u  iurciriuri~>rie tiri hunihirii cori e seriru 
febbre. Percentuali su tiilte le dosi 

DTP DTaP/CB DTWSB DT 

Totale tramti con antipiretici 24 2 3 2 

Bambini con febbre 2 3R' trattati 
con mtipiretici 84 65 69 63 

La probabilith osservata che i bambini venissero trattati con antipiretici era maggiore 
in quei bracci vaccinali in cui la percentuale di bambini con febbre era più elevata. Non 
c'era quindi alcun elemento che facesse pensare che le differenze di frequenza di febbre 
osservate tra gruppi di vaccini fosse dovuta ad un differente uso di farmaci antipiretici, 
visto che la percentuale di bambini trattati con antipiretici è maggiore nel braccio in cui 
è maggiore la percentuale di bambini con febbre. 

CoritroUo di qualitd. - Confrontando i dati circa le reazioni collaterali riportate per i 
bambini partecipanti allo studio di inununogenicità controllati a casa dalle AS con i dati 
riportati per tutti gli alm bambini sono state osservate solo piccole differenze. In 
particolare alcune reazioni comuni sono state riportate con frequenza leggermente 
maggiore tra i bambini visitati a casa dalle AS. Queste minime differenze erano 
ugualmente dismbuite tra gruppi vaccinali. garantendo la riproducibilità dei dati di 
sicurezza ottenuti dalla totalità dei bambini partecipanti. 

Eventi gruvi e ricoveri. - Gli eventi gravi osservati per braccio sono riportati in Tabella 
7. Vista la rarità di questi eventi, la Tabella presenta la frequenza di ogni sintomo come 
proporzione per mille dosi somministrate. La Tabella include gli eventi verificatisi entro 
48 ore dalla vaccinazione, considerati sia come sospette reazioni collaterali alla 
vaccinazione che come controindicazioni alla somministrazione di dosi successive. Le 
convulsioni venivano considerate come sospette reazioni collaterali quando insorte 
entro 72 ore ma siccome nessuna convulsione è stata osservata ua 48 e 72 ore dalla 
vaccinazione, anche per le convulsioni la Tabella include gli eventi verificatisi entro 48 
ore. 

Il pianto prolungato, la febbre alta e gli episodi di ipotonia/jporesponsività si sono 
verificati con frequenza significativamente maggiore nel braccio DTP rispetto ai due 
acellulari. Per tutti gli eventi gravi le frequenze osservate nei due acellulari sono 
assolutamente sovrapponibili a quelle osservate nei bambini vaccinati solo con DT, e 
non sono state osservate differenze tra i due prodotti acellulari. Gli episodi di cianosi 
generalizzata e le convulsioni sono stati osservati molto raramente e non sono state 



osservate differenze significative tra vaccini. Non sono stati osservati episodi di 
anatilassi e10 di encefalite/encefalopatia. Tutti i bambini che hanno avuto eventi gravi 
sono guariti senza sequele. 

Tabella 7. - Eventi gravi entro 48 ore dalla varrina:ionr. Tassi per 1 . W  su tunr le dosi somminislrutr 

DTP DTaPKB DTaP/SB DT 

Pianto prolungato 2 3 ore 4.0a 0.6 0.8 

Temperaiura rettale > 40' C 2.4a 0.3 0.4 0.4 

Ipotonidcollasso 0 . 7 ~  O. I 0.4 

Cianosi generalizzata 0.1 

Convulsioni 0.2 0.1 

a = P < 0.01 vs o p i  aluo vaccinu 
b =P < 0.01 vs ogni aluo DTaP 

Per quanto riguarda gli eventi gravi, sotto sorveglianza durante l'intero periodo di 
follow-up, entro 60 giorni dall'ultima vaccinazione non è stata osservata alcuna 
differenza di frequenza tra vaccini. La frequenza osservata di questi eventi, sempre 
espressa come proporzione per 1.000 dosi somministrate, è riportata in Tabella 8. In 
questo intervallo di tempo si sono verificati tre decessi, tutti ataibuibili a Sindrome 
della morte improvvisa del lattante (SIDS). La frequenza osservata di decessi è stata 
molto inferiore all'aneso, dato che il numero di morti previste tra i bambini arruolati 
sulla base dei dati ISTAT di mortalità per lo stesso gruppo di età e per la stessa area 
geografica era di 12. 

Tabella 8. -Eventi gravi entro 60 giorni dalla vaccinazione. Tassi per 1.000 su rum le dosi sommini- 
strate 

Convulsioni 0.8 0.4 0.7 0.9 
Malattie batteriche invasive 0.2 O. 1 O. 1 0.2 

Malattie m i c h e  gravi 0.3 0.2 
Malaiiie poienzialmente mortali O. 1 O. 1 

Alne malattie neurologiche O. 1 
Decessi (SIDS) O. 1 O. 1 

Ospedalizzazioni 23.4 20.3 18.7 25.5 



4. VALUTAZIONE DI IMMUNOGENICITA' DEI VACCINI 

4.1 Metodi 

Per determinare le proprietà irnmunogeniche dei vaccini in studio è stato proposto ai 
genitori dei bambini arruolati tra il 21 dicembre 1992 e il 9 settembre 1993 di far 
effettuare loro due prelievi di sangue capillare, il primo al momento della prima 
vaccinazione, il secondo 30 giorni dopo la terza dose. 

Scopo dello studio era confrontare la risposta immune indotta dal vaccino a cellule 
intere con quella indotta dai vaccini acellulari. 

I campioni di sangue capillare prelevati dalle AS sono sati  inviati ai laboratori 
regionali con trasporto retiigerato entro 24 ore dal prelievo. Nei laboratori regionali i 
campioni di siero venivano separati in aliquote, conservati a -80°C ed inviati 
mensilmente ai laboratori centrali di Roma e Palermo. 

In pamcolare, per ogni campione: 
- due aliquote venivano inviate al Laboratorio dell'universith di Palermo, dove 
venivano eseguiti i dosaggi ELISA degli anticorpi IgG ed IgA contro gli antigeni PT, 
FHA e PRN della B. pertussis; 
- una terza aliquota, se la quantità di siero era sufficiente, veniva inviata al LBMM 
delSISS per il test di titolazione degli anticorpi neutralizzanti la PT su cellule di ovaio di 
Hamster cinese (test CHO). 

Sono stati inclusi nell'analisi soltanto i bambini per i quali erano disponibili entrambi 
i prelievi. Per ogni braccio vaccinale sono state quindi calcolate le medie geometriche 
dei titoli anticorpali verso ognuno degli antigeni, ed il relativo intervallo di confidenza 
al 95%. 

Per valutare la significatività statistica delle differenze osservate tra vaccini sono 
stati usati il t test di Studente il Wilcoxon rank sum test. 

In ogni gruppo vaccinale è stava anche calcolata la percentuale di sierorispondenti, 
secondo due diverse definizioni: 1)  bambini con un titolo post-vaccinale 4 volte 
maggiore del titolo pre-vaccinale e > 4 volte il Minimo Livello Determinabile (MLD); 
2) tutti i bambini il cui titolo post-vaccinale era 2 4 volte il MLD. 

I1 MLD è stato definito come il valore più basso del test considerato attendibile. Per 
le IgG anti PT ed FHA, il MLD era stabilito = 2 Unità ELISA, mentre per le IgG anti 
PRN era = 3 Unità ELISA. Per il test CHO il MLD è stato considerato la diluizione 
minima testata ( l  :40). 

Le differenze nella proporzione di sierorispondenti tra ogni coppia di bracci vaccinali 
sono state valutate usando il test statistico del Chi-quadrato. 



E' stata inoltre effettuata un'analisi multivariata per valutare gli evenkali effetti sulla 
risposta anticorpale della presenza di anticorpi materni, del sito di iniezione, della 
somministrazione di altri vaccini e della data di raccolta del prelievo post-vaccinale. 

Per l'analisi 6 stato usato il software SPSSPC+, versione 4.1. 

4.2 Risultati 

Dei 1.654 bambini che avevano aderito allo studio di immunogenicità 1.572 avevano 
eseguito entrambi i prelievi e questi erano disponibili per l'analisi (449 nel gruppo DTP. 
486 nel gruppo DTaPICB, 476 nel gruppo DTaPISB e 161 nel gmppo DT). Da un 
sottogmppo di 808 bambini erano stati inoltre raccolti i campioni per il test CHO (237 
nel gruppo DTP, 251 nel gruppo DTaPICB, 239 nel gruppo DTaP/SB C 81 nel gruppo 
DT). 

La mediana del tempo di raccolta del campione prevaccinale era il giorno della 
prima vaccinazione (range: 4 giorni prima - 12 giorni dopo), mentre la mediana del 
tempo di raccolta del campione postvaccinale era 34 giorni dopo la terza dose (range: 
15 - 95 giorni dopo la terza dose). 

Le Tabelle 9-12 mostrano le medie geometriche (GMT) pre e post vaccinazione (con 
gli intervalli di confidenza al 95%) dei titoli anticorpali IgGPT, IgGFHA, IgGPRN e 
degli anticorpi neutralizzanti la PT su cellule CHO. 

Per quanto riguarda i titoli pre-immunizzazione, non sono state osservate differenze 
significative tra gruppi vaccinali. Per il titolo post-immunizzazione, invece, entrambi i 
prodotti antipenosse acellulari hanno indotto verso tutti gli antigeni testati una risposta 
migliore del vaccino antipenosse tradizionale (P < 0.01). I1 vaccino antipertosse 
tradizionale ha comunque indotto una risposta anticorpale significativamente maggiore 
del DT (P < 0.01). Confrontando tra di loro i due vaccini acellulari, il vaccino CB ha 
indotto un maggior aumento delle IgGPT del vaccino SB (P < 0.01), mentre il vaccino 
SB ha indotto un maggior aumento delle Ig-GFHA e Ig-GPRN (P < 0.01). 

Tabella 9. - Medie geonleirirhe (GMT) pre e posi-vaccinazio~te (con r~~rrrvalli di co~lfidenza al 95%) per 
IgGPT 

Pre-irnmunizzazione Post-immunizzazione 
N. GMT lC95% GMT IC 95% 

DTP 449 I .h? 1.52 - 1-76 1.22 1 1 4 -  1 1 1  



Tabella 10. - Medie geomerriche (GMT) pre e posr-vaccinu:ione (con inrrnzrlli di confidenza al 95%) 
per I,qGFI/A 

Pre-immunizzazione Posi-immunizzazione 
N. GMT IC95% GMT IC 95% 

DT?' 449 8.63 7.81 - 9.54 5.20 4.70 - 5.76 
DTaPICB 486 8.61 7.W - 9.46 52.56 49.07 - 56.29 
DTaP/SB 476 8.89 8.06 - 9.81 146.95 138.29 - 156.16 
DT 161 8.82 7.52 - 10.34 1.48 1.34 - 1.62 

Tabella I l .  - Medie geomerriche (GMT) pre e post-iac~~inu:iorrr (con inten,alli di c m f i d e n : ~  ul 95% i 
per IgGPRN 

Pre-immunizzazione 
N. GMT 1C95% 

Posi-immunizwzione 
GMT IC 95% 

Tabella 12. - Medie geomerrir.he (GMT) pre e posi-iaccinu:iorte (con intenulli di conjidenra al 95%) 
per anricorpi neurra1i:zanri la  PT (CHOJ 

Pre-immunizzazione Posi-immunizzazione 
N. GMT IC 95% GMT IC 95% 

Anche per quanto riguarda gli anticorpi neutralizzanti la PT su cellule CHO. 
enaambi i vaccini acellulari hanno indotto una risposta maggiore del vaccino 
tradizionale (P < 0.01). e il vaccino acellulare CB ha indotto titoli più elevati del 
vaccino SB (P < 0.01). La differenza tra il vaccino DTP e il DT non era invece 
significativa (P = 0.3953). 

La percentuale di sierorispondenti in ognuno dei gruppi vaccinali & riportata in 
Tabella 13. 



Tabella 13. - Percrrirualr d; sierorisporideriri in ~ p i i  g r u p p ~  viaiririol~~. secorido le d i ~  differeriri 
defini:iorii 

% sierorispondenti 

I definizione* I l  definizione" 

VACCINO F'T FHA PRN CHO F'T FHA PRN CHO 

DTP 4.2 13.1 37.9 1.7 4 .? 36.5 47.7 1.7 
DTaP/CB 96.7 60.5 95.9 93.6 99.8 99 3 99 8 100.0 
DTaP/SB 94.5 85.1 96.6 67.8 98.9 IoO.0 99 6 80 

* Campioni post vaccinali con un aumento del titolo di 4 volte rispriio al campione prevaccmale. ed un valow 
almeno 24xMLD 
Campioni p o s i  vaccinali 24xMLD 

Per enirambe le definizioni, nei due gruppi vaccinati con i prodotti acellulari la 
percentuale di sierorispondenti alla PT, alla PRN e agli anticorpi neutralizzanti la PT su 
cellule CHO era molto elevata (> 95%). mentre nel gmppo di bambini vaccinati con il 
prodotto tradizionale la percentuale di rispondenti era significativamente minore (4.2%; 
P < 0.01). 

La percentuale dei rispondenti alla FHA, invece, variava in base alle definizioni. 
Considerando la prima, che teneva conto dei campioni prevaccinali, il numero di 
rispondenti era minore: 13.1% nel gruppo DTP, 60.5% nel gruppo DTaP/CB e 85.1% 
nel gruppo DTaPISB. Le differenze osservate confrontando tra di loro due a due i tre 
gruppi erano tutte statisticamente significative (P < 0.01). Esaminando la seconda 
definizione, la percentuale dei rispondenti aumentava a > 99% nei due gruppi acellulari. 
mentre era significativamente minore nel gruppo tradizionale (36.5%; P i 0.01). 

L'analisi multivariata ha mostrato che le variabili prese in esame (anticorpi materni, 
sito di iniezione, concornitante somministrazione di altri vaccini, momento di 
esecuzione del prelievo), indipendentemente l'una dall'altra, non influenzavano la 
risposta immune. 



5. VALUTAZIONE DI EFFICACIA CLINICA DEI VACCINI 

5.1 Metodi 

5.  I .  I Sorveglianza della pertosse. - Al momento dell'anuolamento, le madri 
venivano istruite a tenere nota su di un calendario di tutti gli episodi di tosse del 
bambino. Se il bambino tossiva per più di 7 giorni, l'episodio veniva considerato come 
un caso di sospetta pertosse e la madre doveva contattare I'AS per eseguire gli 
accertamenti di laboratorio. In più I'AS svolgeva anche una sorveglianza attiva degli 
episodi di tosse, telefonando mensilmente aUa famiglia. In caso di sospetta pertosse, i 
genitori compilavano un diario giornaliero dove venivano annotate le caratteristiche 
deila tosse, i sintomi associati e le terapie effettuate. Questi dati venivano poi raccolti 
daU'AS con telefonate settimanali, trascritti su modulo ed archiviati su computer. 

Gli accertamenti eseguiti in caso di sospetta pertosse includevano: 
- un aspirato nasofaringeo ed un primo prelievo di sangue capillm (prelievo in fase 

acuta) effemiato dalSAS nel momento in cui veniva a conoscenza deii'episodio di 
sospetta pertosse; 

- un secondo prelievo di sangue capillare (prelievo in fase convalescente) eseguito 
dali'AS 6-8 settimane dopo l'inizio della tosse. 

5.12 Diagnosi di laboratorio di injezione da B .  pertussis. - La diagnosi 
microbiologica era basata sull'isolamento colturale della B. pertussis dal muco ottenuto 
dall'aspuato nasofaringeo, eseguito con un catetere collegato ad una pompetta manuale. 
Appena raccolto l'aspirato, la punta del catetere veniva strisciata dall'AS su di una 
piastra di charcoal agar (piastra primaria). Quindi, dopo aver aspirato nel catetere 1.0 m1 
di soluzione salina tampone (PBS), la punta veniva tagliata e conservata in una provetta 
contenente charcoal agar. 

L'aspirato nasofaringeo, la piastxa primaria e la punta del catetere venivano inviati 
entro 24 ore e con trasporto refrigerato al laboratorio regionale, dove veniva eseguita la 
ricerca della B. pertussis. I batteri isolati venivano identificati mediante test biochimici 
e agglutinazione specifica con antisieri. Tutti i ceppi di B. penwsis e paraperrursis 
venivano poi inviati al LBMM dell'ISS per essere conservati e per la conferma mediante 
test biochimici e PCR (polymerase chain reaction). I risultati ottenuti con la PCR sono 
stati sempre concordi con i test biochimici. Tramite anticorpi monoclonali 6 stata 
effettuata anche la tipizzazione dei ceppi di B. pertussis (tipo 1.2 e 3). 

La diagnosi sierologica di infezione era basata sulla presenza di un significativo 
aumento di titoli anticorpali specifici verso gli antigeni della B. pertussis. 

I campioni di sangue prelevati dalle AS venivano inviati entro 24 ore con msporto 



refrigerato ai laboratori regionali, dove venivano separati e divisi in aliquote. 
Quando la quanti& di siero era sufficiente, questo veniva suddiviso in tre aliquote da 

100 pl. Se il siero disponibile era meno di 200 p1, venivano preparate solo due aliquote. 
Le aliquote venivano poi conservate a -80°C ed inviate mensilmente in ghiaccio secco 
ai laboratori centrali. 

Per ogni campione di sangue: 
- due aliquote venivano inviate al Laboratorio del13Università di Palermo. dove 

venivano eseguiti i dosaggi ELISA degli anticorpi IgC ed IgA contro gli antigeni PT 
ed FHA; 

- la terza aliquota veniva inviata al LBMM dell'ISS per il test CHO, effettuato 
titolando gli anticorpi neutralizzanti la PT. Il test CHO è stato effettuato solo su una 
parte dei sieri, pari al 48.2% delle coppie di prelievi di sangue capillare. 
Per la diagnosi di infezione si confrontavano i titoli anticorpali ottenuti dal prelievo 

in fase acuta con quelli del prelievo in fase convalescente. Per le I@ e le IgA anti PT 
veniva considerato diagnostico un aumento del 100% tra i due titoli anticorpali. Per 
quanto riguarda gli anticorpi anti FHA, invece, data la possibilità di una reattività 
crociata con le infezioni da B. parapertussis, veniva considerato come diagnostico un 
aumento del 100% del titolo anticorpale tra i due prelievi solo se la coltura e la PCR 
eseguite sull'aspirato nasofaringeo erano negative per B. parapertussis. 

I casi in cui il materiale raccolto dall'aspirato non era sufficiente ad eseguire i test 
sopra indicati. sono stati esclusi'dall'analisi di efficacia. 

Per il metodo CHO veniva considerato diagnostico un aumento di 4 volte del titolo 
tra il siero in fase acuta e quello in fase convalescente. 

5.1.3 Definizione di caso. - L'analisi primaria di efficacia è stata condotta sui casi 
che soddisfacevano i seguenti criteri, secondo la definizione dell'Organizzazione 
Mondiale della Sanità: 
A. 21 o più giorni di tosse accessuale 

più 
B. coltura positiva per B.  pertussis 

O 

aumento di almeno 2 volte degli anticorpi IgG e10 IgA anti F'i tra il siero in fase 
acuta e quello in fase convalescente 
o 
aumento di almeno 4 volte degli anticorpi neutralizzanti la PT secondo il metodo 
CHO, tra il siero in fase acuta e quello in fase convalescente 
o 
aumento di almeno 2 volte degli anticorpi IgG e10 IgA anti FHA tra il siero in fase 
acuta e quello in fase convalescente, solo se coltura e PCR B. parapertussis erano 



negative. 

Perchh un incremento di 2 volte del titolo anticopale venisse considerato 
diagnostico, inoltre, il titolo misurato sul siero convalescente doveva essere almeno 4 
volte maggiore del Minimo Livello Determinabile (MLD). Per le IgG anti PT ed FHA il 
MLD era = 2 Unità ELISA, per le IgA anti FHA il MLD era = 3 Unità ELISA e per le 
IgA anti PT era = 10 Unità ELISA. Per il test CHO il MLD è stato considerato come la 
diluizione minima testata (l:40). 

5.1.4 Popolaziotie. - L'efficacia assoluta delle tre dosi dei vaccini in esame è stata 
valutata sul periodo di tempo a partire da 30 giomi dopo la terza dose. Sono stati inclusi 
in questa analisi i 14.751 bambini vaccinati con tre dosi di quantità 5 0.40 ml dello 
stesso vaccino e che erano stati successivamente seguiti per almeno 30 giorni. 

E' stata inoltre effettuata un'analisi per valutare se i vari gruppi vaccinali erano 
differenti per sesso; età alla pnma, seconda e terza vaccinazione; proporzione degli 
episodi di sospetta pertosse (tosse > 7 giomi) in cui non erano stati eseguiti i prelievi di 
campioni biologici; numero di persone conviventi e di conviventi di età < 13 anni 
suscettibili alla pertosse al momento della pnma vaccinazione; frequenza dell'asilo 
nido; uscita dai Progetto per ragioni diverse da effetti collaterali e pertosse. 

Sono stati usati il test del Chi-quadrato e di Kmskal-Wallis. 

5.1.5 Calcolo del periodo di follow-up. - L'efficacia è stata valutata su un arco di 
tempo medio di 17.2 mesi dopo il completamento del ciclo di tre dosi, e sono stati 
inclusi nell'analisi tutti i casi di pertosse accertati fino al  31/12/94. L'età media dei 
bambini partecipanti a questa data era di 23.9 mesi. 

Per ogni bambino partecipante il periodo di osservazione è stato calcolato in giomi di 
follow-up, a partire da 30 giorni dopo la terza dose e fino al verificarsi della pnma di 
una delle seguenti condizioni: 
1) data di inizio della pertosse che soddisfaceva la definizione del protocollo; o 
2) data di inizio tosse di un episodio che soddisfaceva i criteri diagnostici di laboratorio 

per la pertosse, indipendentemente dalla durata della tosse; o 
3) data di inizio tosse di un episodio diagnosticato clinicamente durante un ricovero 

ospedaìiero come pertosse; o 
4) data in cui il bambino aveva' ricevuto, al di fuori del Progetto, un vaccino 

antipertosse; o 
5) data dell'ultimo contatto telefonico con un bambino che ha interrotto la sorveglianza 

clinica; o 
6) il 31 dicembre 1994 (ultimo giorno utile per l'insorgenza di sospetta pertosse da 

includere nell'analisi di efficacia assoluta). 



5.1.6 Terapia c m  macrolidi. - E' stato inoltre valutato l'effetto della terapia con 
macrolidi (eritromicina, iosamicina, azitromicina. clatitromicina, miocamicina. 
rokitamicina) sulle stime di efficacia dei vaccini antipenosse. 

5.1.7 Metodi statistici. - I bambini partecipanti sono stati seguiti per periodi variabili 
di tempo. Per tener conto di questo, le stime di efficacia vaccinale sono state ottenute 
con un approccio tempo-persona. In ogni p p p o .  l'incidenza di malattia è stata 
calcolata come rapporto di casi osservati sul tempo totale di follow-up, calcolato in 
giorni. La stima dell'efficacia assoluta comsponde a l-R. dove R comsponde al 
rapporto delle incidenze di pertosse osservate rispettivamente nel gruppo dei vaccinati 
contro la pertosse (DTaP e DTP) e con DT. L'efficacia vaccinale è stata stimata con un 
intervallo di confidenza del 95%. 

5.2 Risultati 

Sono stati inclusi nell'analisi primaria 14.751 bambini (94.6% dei bambini arruolati) 
che erano stati vaccinati con 3 dosi dello stesso prodotto ed erano stati seguiti per 
almeno 30 giorni dopo la terza dose. La Tabella 14 presenta il numero di bambini 
partecipanti inclusi neli'analisi di efficacia, per gruppo vaccinale, rispetto al totale degli 
arruolati. 

TnbeUa 14. -Distribuzione dei bambini inclusi nell'onalisi di efficacia. per gruppo vaccinale 

Bambini DTaP/SB DTaPKB DTP DT TOTALE 

Armolati 4.696 4.672 4.678 1.555 15.601 

Inclusi in analisi 4.48 1 4.452 4.348 1.470 14.75 1 

Tra le cause di non completamento del ciclo vaccinale vi sono state l'insorgenza di 
effetti collaterali e di patologie controindicanti le vaccinazioni, il trasferimento di 
alcune famiglie in USL non partecipanti ai PP ed il rifiuto di altre ;i continuare lo 
studio; si sono anche verificati alcuni casi confermati di pertosse prima del 
completamento delle tre dosi. 

Non vi erano differenze significative per le variabili considerate ailo scopo di 
valutare il bilanciamento tra i bracci vaccinali (per es. sesso, età al momento delle 
vaccinazioni, numero di conviventi e di conviventi di età inferiore ai 13 anni, frequenza 



di asilo nido) (vedi Tabella 15). 
Solo nel 3.9% dei 295.000 contatti mensili totali relativi ai 15.601 bambini arruolati 

era riportata la frequenza all'asiio nido. Tra i quattro gruppi vaccinali non sono state 
osservate differenze. 

Sono stati indagati 5.147 episodi di sospetta pertosse (tosse durata > 7 giorni), e nel 
96% dei casi (4.942) sono stati eseguiti gli accertamenti di laboratorio. 

TabeUa 15. - Caratteristiche demgrofiche dei 14.751 bambini incluci neli'analisi di rflcacia. per 
braccio vaccinale 

N. % N. % N. % N. % 
Maschi 2.218 49.5 2.198 49.4 2.211 50.9 748 50.9 
Femmine 2.263 50.5 2.254 50.6 2.137 49.2 722 49.1 

Età alla vaccinazione (giorni): 
Media ( D S )  Media (D.S.) Media (D.S.) Media (D.S.) 

ladose 74 (9) 74 (9) 74 (9) 
Za dose 124 ( I l )  124 (11) l24 ( I l )  

74 (9) 
124 (11) 

3a dose l74 (14) 174 (14) 174 (14) 174 (14) 

Numero di persone conviventi: 
N. % N. % N. % N. % 

1-2 2.317 51.7 2.276 51.1 2.181 50.2 748 50.9 
3-5 2.108 47.0 2.118 47.6 2.105 48.4 707 48.1 
>5 56 1.3 58 1.3 62 1.4 15 1.0 

Numero di conviventi di età < 13 anni. 
N. % N. % N. % N~ % 

La Tabella 16 mostra il numero totale di episodi di sospetta pertosse segnalati ed il 
numero di quelli in cui sono stati eseguiti gli accertamenti di laboratorio (episodi 
indagati), per gruppo vaccinale. 

Del totale degli episodi indagati, 474 casi sono stati confermati come casi di 
pertosse; la Figura 3 mostra la distribuzione temporale degli episodi indagati di tosse e 
dei casi confermati di pertosse, per mese di insorgenza. 



Tabella 16. -Episodi rndaxati di sospe~~aperrosse 

DTaPJ.5 B DTaPJCB DTFJ DT TOTALE 

N. episodi di sospetta 
pertosse (>7giomi) 1.496 1.440 1.599 612 5.147 

N. episodi indagati 1.440 1.381 1.530 59 1 4.942 

Figura 3. - Distribuzione temporale degli episodi indagali di tosse e dei casi confermali di perrosse, per 
mese di insorgenza. gennaio 1993-dicembre 1994 

K. 350 - - 
- 
- 

+Episodi di losse D c a s i  di pertosse 
300 - - 

- 
- 

?SO - - - - - 
200 - - .. 



I1 numero di episodi di pertosse è aumentato all'aumentare dell'età dei bambini, ed è 
rimasto stabile fino al termine dell'anuolamento. Nell'andamento del numero di tossi 
rilevate ci sono stati 2 picchi, nell'autunno del 1993 e 1994. L'andamento dei casi 
confermati di pertosse mostra invece un pattern differente, con una maggiore incidenza 
durante i mesi estivi (lugliolagosto) sia del 1993 che del 1994. L'incidenza delle 
infezioni da 8. pertussis è stata anche diversa tra regione e regione, come mostrato in 
Tabella 17. 

Tabella 17. - Episodi di sospetta perrosse osservati ed indagati, positivi per i criteri di laboratorio. e 
tasso di conferma per regione 

Regione Bambini Episodi Labt Tasso di conferma % 

Piemonte 3.392 993 1 24 12.5 
Veneto 5.656 2.334 210 9.0 

Totale 14.751 5.258 478: 9.1 

Quanro episod di msse. con wnfenna dell'uifezione wcondo i mieri <1i I~boratono. ,i ,ano \eni,cait Jupo 
un'uiiemrione neUe sorveglianze mcniili Tde miemiLione 2 3wia uinsidcraia il termine del periodo di follow 

In tutti i gruppi di vaccini i casi di pertosse sono stati leggermente più frequenti nelle 
bambine, con un rapporto maschi/femmine di 0.91. 

Dei 474 casi confermati di infezione da B. p e m s i s ,  288 avevano presentato tosse 
con spasmi per più di 21 giorni, soddisfacendo la definizione di caso. 

L'efficacia dei vaccini nel prevenire clinicamente casi di pertosse caratterizzati da 
una tosse con spasmi durata più di 21 giorni è riportata in Tabella 18. La Tabella 
presenta nella prima colonna il numero di casi di pertosse confermati per braccio 
vaccinale e nella seconda colonna l'efficacia di ognuno dei vaccini. Tra parentesi 
vengono espressi gli estremi dell'intervallo di confidenza al 95% che indicano il grado 
di precisione della stima di efficacia ottenuta. Nei bambini vaccinati con ciascuno dei 
due prodotri acellulari, sono stati prevenuti 1'84% dei casi di pertosse osservati nel 
gruppo di bambini non vaccinati, mentre I'efficacia del vaccino a cellule intere 
Connaught si è dimostrata inaspettatamente bassa. essendo stati prevenuti soltanto il 
36% dei casi. 

Nella Tabella 19, sono mostrati i valori di efficacia dei vari vaccini nel prevenire 
differenti manifestazioni cliniche della pertosse, tenendo conto della durata della tosse, 
indipendentemente dalle sue caratteristiche (con spasmi o senza). Come si vede, 
l'efficacia di tutti i vaccini aumenta all'aumentare della gravità delle manifestazioni 



cliniche, espresse in giorni di tosse. 

Tabeiia 18. -Numero di casi confernurri di pertosse ed e c a c i a  vaccrmle (% e inrervolli di confidenro 
al 95%), per gruppo vaccinale. Casi di perrosse con tosse spasmodico per olmeno 21 giorni 

Vaccino N. casi confermati Efficacia (IC 95%) 

Tobeiia 19. - Ejficacia vaccinole (W e intervalli di confidenza al 95%). [N. casi]. calcolata nell'analisr 
secondaria per differente durata della rosse. Casi di pertosse con tosse di ogni tipo (non solo 
spasmodica) 

h t a  deUa tosse Vaccino 

DTP 

Terapia con macrolidi. - Nelie 474 infezioni confennate da B. pertussis. 
indipendentemente dalle caratteristiche cliniche della tosse, & stato valutato il molo del 
trattamento con macrolidi sulia stima della valutazione di efficacia dei vaccini. Ciò è 
stato fatto confrontando per ogni braccio vaccinale la durata delia tosse nei bambini 
trattati con macrolidi entro i primi 14 giorni di tosse con i bambini non trattati. 

La percentuale di bambini trattati era differente nei 4 gruppi vaccinali, tuttavia i 
bambini trattati hanno psentato una tosse di durata maggiore rispetto ai non trattati, 
anche se la differenza di durata tra trattati e non trattati non era statisticamente 
significativa tranne che nel gruppo DTaPJSB. 



La durata della tosse, stratificata per presenza di trattamento, non differiva tra i due 
gruppi di vaccini acellulari. Sebbene l'effetto del trattamento antibiotico sulla durata 
della tosse necessiti di ulteriori analisi, i dati presentati suggeriscono che, neli'ambito 
del PP. la sornministrazione di rnacrolidi sia un marker della severità dei sintomi e che 
non abbia causato distorsione della stima di efficacia vaccinale. La dismbuzione della 
durata media della tosse per trattamento e gruppo vaccinale è riportata in Tabella 20. 

Tabella 20. - Durora della rosse in 471 cusi h infr:rone cd~rfrrntarr dal luhorutorro per tipo d< vorl ino 
romminisrruto e rrariumenro anrihiorico rnrro i prrm I I  prorni dal1'inr:ro drlla rosse 

Vaccino 

DTaPEB DTaPICB DTP DT 

PAZIENTI TRATTATI 
Numero (%) 29 (33.3) 44 (52.4) 127 (60.2) 69 (75.0) 
Durata media della tosse. 
giorni 57.8 45.1 69.9 78.1 
DS 57.0 35.4 45.4 49.3 

PAZIENTI NON TRATTATI 
Numero (96) 58 (66.6) . . . . , . 
Grata &da della wsse. 
giorni 32.0 43.1 64.2 66.7 
DS 22.7 37.6 39.3 34.0 

TOTALE 87 84 21 1 92 



CONCLUSIONI 

I vaccini acellulari si s ;ono mostrati sicuri, con una percentuale di effetti collaterali 
simile a quanto osservato nei bambini vaccinati solo contro DT, ed immunogenici fino 
ad un'età media di 2 anni. E' stata inoltre dimostrata l'elevata efficacia dei due vaccini 
acellulari, somministrati in @e dosi nel primo anno di vita, nel prevenire la pertosse. Il 
vaccino uadizionale a cellule intere utilizzato nel PP ha mostrato una frequenza di 
effetti collaterali sovrapponibile a quanto riportato in letteratura e la sua 
immunogenicità e la sua efficacia clinica si sono mostrate inaspettatamente basse. 
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